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摘要 
 
细菌延伸因子 Tu (elongation factor Tu, EF-Tu)是一种高丰度蛋白，在蛋白质生物
合成的延伸过程中起到了关键性的作用。近来研究发现 EF-Tu 可以作为一种新的病原
相关分子模式（Pathogen-associated molecular patterns, PAMPs）分子而被宿主识别。作
为一个具有高度保守性的细菌蛋白质，它是如何被宿主细胞所特异性地识别并进而引
发宿主的哪些免疫应答反应。这无疑具有着非常重要的生物学意义。 
本实验首先采用分子克隆和抗体制备技术，以模式生物大肠杆菌 K12 为实验材
料从其基因组中克隆出细菌延伸因子 EF-Tu 并制备其抗体。然后在本实验室之前研究
EF-Tu 多蛋白复合物的基础上表达并纯化了 EF-Tu 多蛋白复合物中 OmpA、EF-Tu 和
OmpF 三个蛋白组份。接着采用 Western blotting 和激光共聚焦证明了 OmpA、EF-Tu
和OmpF三个蛋白与人单核巨噬细胞THP-1有相互作用并被细胞膜受体识别而定位于
细胞膜上。最后运用酶联反应吸附试验技术对 EF-Tu 多蛋白复合物所引发人单核巨噬
细胞 THP-1 细胞的免疫反应进行研究，发现 EF-Tu 多蛋白复合物中各蛋白组份可以明
显促使 THP-1 细胞细胞因子 IL-1β、IL-8、IL-10、IL-12 和 TNF-α分泌量的增多。
同时应用流式细胞术发现EF-Tu多蛋白复合物中各蛋白组份可以显著提高人单核巨噬
细胞 THP-1 细胞的噬菌能力并具有剂量依赖效应。 
上述研究首次发现了EF-Tu多蛋白复合体可以作为一种新型病原相关分子模式通
过细胞膜受体而被宿主免疫细胞所识别。阐明了其与人单核巨噬细胞 THP-1 细胞所引
起的免疫学反应。这些研究结果对深入阐明 EF-Tu 病原相关分子模式的生物学功能具
有主要作用。 
 
关键词：EF-Tu , OmpA , OmpF , THP-1 , PAMP 
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Abstract 
 
Elongation factor Tu (EF-Tu), one of the most abundant proteins in Escherichia coli, 
is a guanine nucleotide-binding protein that plays a key role in protein synthesis. It is highly 
conserved in all bacteria. Recently, it has been reported as a new pathogen-associated 
molecular pattern (PAMP) molecule in host' immune recogoniton. However, information 
regarding to how the protein recognized by host cells and the following immune response is 
not available. . 
With the use of gene clone and antibody preparation methods, gene TufA from 
Escherichia coli was cloned and its antibody was prepared . On the basis of  past work on 
the EF-Tu multiple proteins complex the protein OmpA, OmpF and EF-Tu were expressed 
and purified. By using Western blotting and confocal microscopy methods, OmpA, OmpF 
and EF-Tu were proved that can interact with human monocytic/macrophage cells THP-1 
and collocation in the cellular membrane. Furthermore , the experimental results implied 
that the components of EF-Tu multiple proteins complex―OmpA, OmpF and EF-Tu can 
activate THP-1 cells and up-regulate the production of  IL-1β, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-α  
by ELISA method . Meanwhile,the results of FACS indicated that the EF-Tu multiple 
proteins complex enhanced the phagocytosis of Escherichia coli by THP-1 cells in the doze 
dependent way. 
In summary, EF-Tu multiple proteins complex was reported for the first time as a 
novel pathogen-associated molecular pattern (PAMP). Furthermore, the way that EF-Tu 
multiple proteins complex located in the cellular membrane and detail information of its 
immune response were characterized.  Our findings highlight the mechanism of EF-Tu out 
of the cells and are helpful in an understanding of EFTu-PAMPs 
 
Keywords: EF-Tu , OmpA , OmpF , THP-1 , PAMP
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1 前 言 
1.1 固有免疫在机体免疫中的作用 
生活中人们经常处于各种微生物的环境中。有些微生物是无害，有些则会导致
各种传染病甚至危及人的生命。在漫长的进化过程中人类发展了许多免疫防御机制来
抵御各种病原菌的侵袭。这一进化历程可以分为两个主要的阶段。第一阶段是形成固
有免疫系统；第二阶段产生适应性免疫系统。前者存在于所有动物种属，后者只见于
鸟类以上的脊椎动物
[1]
。 
1.1.1 在抗感染免疫中固有免疫系统的重要作用 
固有免疫系统由具有免疫防御功能的体液分子和固有免疫细胞组成，包括补体、
血清急性期蛋白、抗菌肽以及吞噬细胞、NK 细胞、粒细胞和肥大细胞等[2]。数十种血
清蛋白组成的补体系统能够直接造成微生物的外膜穿孔，还可以对它们进行标记，使
之更容易被吞噬细胞识别。以巨噬细胞和中性粒细胞为主体的的吞噬细胞具有吞噬和
消化外来病原微生物的能力。巨噬细胞是微生物穿过体表后所遇到的第一道主要防
线。而占外周血白细胞三分之二的中性粒细胞是不停地随血液循环，当机体受到微生
物攻击时能够穿出血管壁、迅速抵达发生感染的组织部位，执行吞噬与消化微生物的
功能。固有免疫细胞还包括 NK 细胞、嗜碱粒细胞和肥大细胞等。其中 NK 细胞能够杀
伤被胞内寄生病原体感染的宿主细胞[3]。 
在抗感染免疫上固有免疫系统的重要性主要体现在以下三个方面： 
(1)固有免疫系统对于外来病原侵入可以产生即时反应。当有病原微生物入侵时固有
免疫中的补体系统可以使病原菌直接裂解，补体活化过程中产生的 C3a 和 C5a 片段参
与激活肥大细胞并趋化吞噬细胞。补体裂解产物 iC3b 和其它致敏素能够标记病原菌
以供吞噬细胞识别[4]。同时在各种趋化介质的作用下，血液循环中的中性粒细胞和单
核巨噬细胞浸润感染局部，吞噬并消化入侵的微生物。而与之相对应适应性免疫系统
在受到外来抗原刺激后需要 5-7 天的时间才能增殖和分化出足够的免疫细胞来发挥
效应[5]。这期间只有依靠固有免疫系统的保护作用，限制微生物在体内的迅速扩散。
假设一个细菌在适当的培养环境下每 20min 分裂一次，24h 之内即可增殖至 107个，
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人体若是只能依靠适应性免疫系统来抵御微生物感染，侵入人体的细菌或病毒 2天内
就能将宿主置于死地。 
(2)固有免疫系统可以加工处理递呈抗原，启动特异性免疫应答。这一作用主要由单
核吞噬细胞系统(mononuclear phagocyte system，MPS)来完成的。巨噬细胞以吞噬、胞
饮、吸附或调理作用摄取抗原，在胞内将其加工处理为小分子的免疫原性多肽片段，
并以多肽－MHCⅠ/Ⅱ类分子复合物的形式表达于细胞表面，供 T细胞识别从而产生 T
细胞活化第一信号[6]。与此同时，其表面协同刺激分子 B7 等结合 T细胞表面的协同刺
激分子 CD28 等，为 T细胞活化提供第二信号，T细胞被活化并启动特异性免疫应答[7]。 
(3)固有免疫系统可以调节和协助适应性免疫系统发挥免疫效应。巨噬细胞在接受胞
内寄生菌刺激后，可产生以 IL-12 和 IFN-γ为主的细胞因子[8]，可诱导初始 T细胞分
化为 Thl 细胞，产生细胞介导的免疫应答。NKT 细胞和肥大细胞接受某些寄生虫刺激
后，可产生以 IL-4 为主的细胞因子，可诱导初始 T细胞分化为 Th2 细胞，产生抗体
介导的免疫应答[9]。另外 B细胞增殖分化为浆细胞后，通过分泌抗体产生免疫效应。
但抗体本身不能直接杀菌和清除病原体的作用。只有在固有免疫细胞(如吞噬细胞和
NK 细胞)和固有免疫分子(如补体)参与下，通过调理吞噬、ADCC 等机制，才能有效
杀伤清除病原体等异物[10]。 
 
1.1.2 固有免疫系统在机体抗肿瘤免疫中的作用 
肿瘤是致癌因子导致细胞基因突变进而使细胞非正常增生的结果。免疫系统对早
期原发性肿瘤一般处于免疫耐受的状态.在晚期肿瘤阶段,肿瘤细胞或者抗原进入淋
巴组织之后,机体方能产生针对肿瘤抗原的特异性免疫应答,包括 NK 细胞、抗体和 CTL
细胞。 
固有免疫系统和适应性免疫系统都具有杀伤肿瘤靶细胞的能力。固有免疫系统以
NK 细胞和巨噬细胞为主。在免疫缺陷动物中，淋巴系统相关肿瘤的发生频率与其 NK
细胞的功能状态呈负相关，因此人们认为 NK 细胞的主要功能之一就是抗肿瘤免疫监
视。抑制 MHC-1 类分子的表达是肿瘤细胞免疫逃逸的机制之一，而 MHC 分子缺失也使
肿瘤细胞成为 NK 细胞的靶子。另外，NK 细胞还可以通过表面的 Fc 受体间接识别肿瘤
细胞，发挥 ADCC 效应[11]。在体外，对人外周血白细胞用高浓度的 IL-12 进行活化，
得到的 LAK（lymphokine-activated killer）细胞中绝大多数都是 NK 细胞，他们不仅在
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体外试验中具有杀伤肿瘤靶细胞的能力，回输给肿瘤患者也有一定的治疗效果[12]。 
巨噬细胞在抗肿瘤免疫应答过程中也发挥重要作用。它们通过表面受体识别肿瘤
细胞表面比较特殊的一些多糖，还可以利用其 Fc 受体(FcR)间接识别被抗体致敏的肿
瘤细胞。巨噬细胞被激活后表达分泌型和膜型 TNF-α,与肿瘤细胞表面的 TNF 受体结
合后导致细胞凋亡[13]。此外巨噬细胞还可以处理并递呈肿瘤抗原，活化 CD4
+
T 细胞[14]。 
1.2.3 固有免疫缺陷疾病 
 
 (1) 单核巨噬细胞和粒细胞缺陷 
呼吸爆发过程中产生的过氧化氢是吞噬细胞杀伤、消化被吞噬物的主要武器之
一。辅酶Ⅱ氧化酶是由四条蛋白质多肽链组成的酶复合体。辅酶Ⅱ氧化酶是呼吸爆发
过程中的关键酶，四条多肽链中任何一个缺失或者突变均可导致 NADPH 氧化酶的功能
障碍，使吞噬细胞在呼吸爆发过程中的电子传递链受阻，严重影响细胞对被吞噬病原
微生物的杀伤和消化。在这种情况下，吞噬细胞不仅难以发挥其应有的抗感染作用，
反而成了微生物躲避抗体和补体杀伤作用的场所。由于吞噬溶酶体中的微生物不能被
迅速消灭，巨噬细胞不断的释放细胞因子，趋化其他细胞参与炎症反应，可发展为慢
性进行性肉芽肿病（chronic granuloma disease,CGD）[15]。 
先天性粒细胞贫血[16]（congenital neutropenia）是一种粒细胞缺陷性疾病，最主要
的致病因素是粒细胞集落刺激因子（G-CSF）基因突变。G-CSF 是诱导骨髓内的造血
干细胞向粒细胞分化的主要细胞因子，G-CSF 缺乏使得干细胞向粒细胞分化途径受
阻。患儿外周血中的中性粒细胞低于 200 个/ml，多在出生一个月内就开始出现各种细
菌的反复感染。 
(2) 补体缺陷 
补体系统诸成分的编码基因几乎均可发生突变并导致原发性补体缺陷，大多数为
常染色体阴性遗传，少数为显性遗传。其中阵发性夜间血红蛋白尿（paroxysnal 
nocturnal hemaglobinuria,PNH）[17]发病机制为编码糖基磷脂酰肌醇（GPI）的 PIG-A
基因突变，使抑制补体溶细胞的衰变加速因子（DAF）和膜反应性溶解抑制物（MIRL）
不能通过 GPI 锚定在红细胞膜上，而发生补体介导的溶血。临床表现为慢性溶血性贫
血、全红细胞减少和静脉血栓的形成。 
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1.2 固有免疫系统对病原微生物的识别和应答 
     微生物所共有且有别于动物植物组织成分的分子具有独特的分子特征，被称为
病原相关分子模式（pathogen associated molecular pattern， PAMP）。固有免疫系统
所 识 别 的 对 象 就 是 这 样 一 些 模 式 分 子 ， 包 括 革 兰 式 阴 性 细 菌 脂 多 醣
（lipopolysaccharide,LPS）、革兰式阳性细菌的肽聚糖（PGN）﹑脂磷壁酸（LTA）
﹑N-甲酰肽﹑分枝杆菌和疏密螺旋体的脂蛋白与脂肽﹑细菌 DNA 中非甲基化 CpG 和
双链 RNA[18] 。 现在用遗传学与分子生物学的研究方法已经证明大多数微生物感染引
发的固有免疫由一组被称作模式识别受体（Pattern-recognition Receptors ，PRRs) 的
受体家族介导[19]。不同的受体特异性识别不同的病原分子，并通过细胞内的一连串信
号转导，激活不同的转录因子而引起特异的基因表达，继而引起固有免疫反应并杀死
入侵的病原体。固有免疫的活化还可调控共激活因子在树突状细胞上的表达，引起树
突细胞的成熟，并进一步激活获得性免疫反应。 
1.2.1 病原相关模式分子（PAMP）的主要种类和特征 
（1） 脂多糖（lipopolysaccharide,LPS） 
 
 
 
图 1-1  脂多糖（lipopolysaccharide,LPS）结构示意图[20] 
Fig 1-1 the structure of lipopolysaccharide[20] 
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脂多糖是革兰式阴性细菌外膜的主要构成成分。因为 LPS 在细菌外膜上广泛存在,
并可以引起动物强烈的固有免疫反应。所以人们认为 LPS 是病原相关分子模式
（PAMP）的原初代表。它由一条被称为 O 抗原的长链多糖和寡糖、类脂 A组成的核
心所构成。其中组成长链多糖的单糖长度和种类的不同，O 抗原呈现高度的可变性。
许多细菌外膜的多样性便是由高度可变的 O 抗原所造成的。O 抗原还可以作为一种十
分重要的抗原在高等动物的获得性免疫中被相应的抗体所识别进而引起免疫应答。由
寡糖、类脂 A 组成的核心在不同细菌中它们都保持高度保守。LPS 依靠这个核心锚定
在细菌外膜上。有研究发现脂多糖结合蛋白通过识别 LPS 分子上的类脂 A 构成复合
体，增强对 LPS 作用的敏感性，使得低浓度的 LPS 也能通过细胞膜上 TLR4 受体所介
导的信号途径，激发效应细胞，清除病原体[21]。 
（2） 鞭毛蛋白 （Flagellin） 
 
 
图 1-2  鞭毛蛋白 （Flagellin）结构示意图[22] 
Fig 1-2 the structure of  Flagellin[22] 
鞭毛的游动性对于病原菌侵入机体至关重要。它由一系列鞭毛纤维蛋白所组成。
高度可变的多肽链构成的鞭毛外表面可以作为初始抗原被适应性免疫所识别。有研究
发现对于多肽链的糖基化能够有效的防止鞭毛被免疫防御系统所识别。与此相对应位
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于鞭毛管内侧较为保守的多肽链作为一种 PAMP 被固有免疫系统所识别。研究表明固
有免疫对于鞭毛的识别主要是依靠 D1 区的多肽链[23]。 
（3） 肽聚糖 (Peptidoglycan) 
 
 
 
图 1-3  肽聚糖(Peptidoglycan)结构示意图 [24] 
Fig 1-3 the structure of  Peptidoglycan[24] 
肽聚糖（PGN）是由氨基糖骨架和肽链组成的聚合物，其结构单元由 β-(1，4)-
连接的 N-乙酰葡糖胺和 N-乙酰胞壁酸二糖单位以及四肽亚单位和肽桥组成。亚肽单
位和间肽桥上氨基酸组成及排列的不同，决定了肽聚糖种类的多样性。革兰阴性细菌
肽聚糖中的二氨基庚二酸(meso-DAP)分子可以被模式识别受体 NODl 所识别[25]；胞壁
肽中的胞壁酰二肽(muramyl depeptide，MDP)可同时出现于革兰阴性菌和革兰阳性菌，
由模式识别受体 N0D2 和 cryopyrin 共同识别[26]。 
（4） CpG 二核苷酸(cytidine-phosphate-guanosine) 
研究人员首先发现细菌的DNA可以激活NK细胞和B细胞的活性。后来发现这是由模
式识别受体对于细菌或其它原核生物DNA中非甲基化的CpG二核苷酸的特异性识别所
导致的。脊椎动物的天然免疫系统可通过对非甲基化CpG DNA 的模式进行识别,因此
微生物特有的非甲基化CpG DNA 也被视为一种PAMPs. 大量存在于细菌基因组中的
非甲基化CpG DNA可以被相应的模式识别受体识别进而通过信号转导引起免疫应答
关键作用[27]。 
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1.2.2 病原相关分子模式（PAMP）相关细胞信号转导通路 
哺乳动物通过细胞膜上 TLR(Toll-like recepter) 受体家族来完成各种病原相关分
子模式 (pathogen associated molecular pattern , PAMP)的识别和免疫应答 [28] 。 
TLR(Toll-like recepter) 家族成员以胞内区高度进化保守的 TIR 结构域(Toll/ IL21R 
domain) 为特征,可通过胞外区的亮氨酸重复序列(leucine-rich repeat ,LRR) 功能区识
别各种病原体相关分子模式(pathogen associated molecular pattern ,PAMP) [29]。TLR 识
别配体后由 MyD88、Mal 、TRIF 等含 TIR 的接头蛋白介导,通过 MyD88 依赖途径或
MyD88 非依赖途径进行信号转导。 
 
表 1  TLRs 受体、表达细胞及它们的外源性配体[30] 
TLRs TLRs 免疫细胞 配体（PAMP） 配体（PAMP）来源 
M、DC、B、MC 可溶性因子 脑膜炎球菌 
TLR1 
NK 三乙酰化脂肽 分支杆菌 
脂蛋白、肽聚糖 革兰式阳性菌 
LPS 大肠埃希氏菌 
脂蛋白、糖脂 螺旋菌 
酵母聚糖 酵母菌 
脂阿拉伯甘露聚糖 分支杆菌 
糖基化磷酸肌醇脂 枯氏锥虫 
TLR2 
 
M、DC、B、NK 
调制子 表皮葡萄球菌 
TLR3 DC dsRNA 病毒 
LPS 革兰式阴性菌 
棒酸 革兰式阳性菌 
紫杉醇 植物 
TLR4 M、N 
F 蛋白 呼吸道多形核病毒 
TLR5 M、DC 鞭毛蛋白 带有鞭毛的细菌 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
Degree papers are in the “Xiamen University Electronic Theses and Dissertations Database”. Full
texts are available in the following ways: 
1. If your library is a CALIS member libraries, please log on http://etd.calis.edu.cn/ and submit
requests online, or consult the interlibrary loan department in your library. 
2. For users of non-CALIS member libraries, please mail to etd@xmu.edu.cn for delivery details.
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
